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摘要 :【 目 的】 本 研究 旨 在 建立 TaqMan 实时 荧光 定量 PCR( TaqMan RT-qPCR ) 技术 ,快速 检测 单 头 
IA Bemisia tabaci 4k V] &] 4 38 $& kJa X ( tomato chlorosis virus, ToCV) 。【 方法】 根据 ToCV 外 壳 
蛋白 保守 序列 设计 了 1 对 特异 性 引物 和 1 条 TaqMan 探 针 ,建立 了 TagMan RT-qPCR 方法 ;与 常规 
PCR ed 检测 该 方法 的 灵敏 度 与 特异 性 ;并 应 用 该 方法 对 单 头 烟 粉 乱 成 虫 体内 ToCV. 3t 
行 了 快速 检测 。【 结 果 】 本 研究 构建 的 TaqMan RT-qPCR 检测 ToCV 的 标准 曲线 ,其 循环 阅 值 (Ct 
值 ) 有 良好 的 线性 关系 , 扩 增 效率 为 98% 。 该 方法 对 ToCV 的 最 低 检 测 浓度 为 8.3 x 
10 copies/ uL, X 4 E Æ e 34 RT-PCR 的 1 000 42, 3X Zr ik 5 a M d 3o Tp E C48 4E A as TOW T 
病毒 (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV ) 4e 35 Jt HE% JA -Æ (tomato spotted wilt virus, TSWV ) 检测 
无 交叉 反应 。 单 头 烟 粉 乱 成 下 ToCV 检测 结果 表明 ,温室 内 ToCV RAARANGA 
100% , 18 [8] X 22-3609 48 3-28 75; 3096 ,. [ 结论 本 研究 建立 的 TaqMan RT-qPCR 检测 方法 ,可 快速 有 
ACA: | É k XR SUR A ToCYV BATI, 29 IUIS E A 0] GRATAR. 
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Development and application of a TaqMan real-time fluorescent 


quantitative PCR method for rapid detection of Tomato chlorosis virus 
WANG Ji-Cheng, LI Jie, DING Tian-Bo, CHU Dong" ( Key Laboratory of Integrated Crop Pest 
Management of Shandong Province, College of Plant Health and Medicine, Qingdao Agricultural 
University, Qingdao, Shandong 260109, China) 

Abstract: [Aim] The aim of this study is to develop a TaqMan real-time fluorescent quantitative PCR 
(TaqMan RT-qPCR) method to rapidly detect the tomato chlorosis virus ( ToCV) in a single whitefly 
( Bemisia tabaci) vector. [Methods] A pair of specific primers and one TaqMan probe were designed 
based on the conserved sequence of ToCV coat protein, and then TaqMan RT-qPCR was developed for 
viral detection. The sensitivity and specificity of TaqMan RT-qPCR were compared to those of the 
conventional PCR. Finally, this method was applied to rapidly detect ToCV in a single adult of B. 
tabaci. [Results] The cycle threshold (Ct) on the standard curve of TaqMan RT-qPCR of ToCV showed 
a linear relationship with the template concentration, and the amplification efficiency was 9896. The 
minimum concentration of this virus detection method was 8. 3 x 10 copies/uL, and the sensitivity was 
1 000 times as high as that of the conventional PCR. This method had no cross-reactivity with two 


important tomato viruses in the field, i. e., tomato yellow leaf curl virus ( TYLCV ) and tomato spotted 
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wilt virus (TSWV ). Detection of ToCV in a single adult of B. tabaci showed that the viruliferous rate of 
ToCV in B. tabaci in greenhouses was 10096 and that in the field was 3096. [Conclusion] The TaqMan 
RT-qPCR method developed in this study can detect ToCV in a single whitefly (B. tabaci) rapidly and 


efficiently, providing technical support for the prevention and control of this virus disease. 


Key words: Tomato chlorosis virus; Bemisia tabaci; coat protein; viruliferous rate; amplification 


efficiency; TaqMan RT-qPCR 


AAEE Se (tomato chlorosis virus, ToCV ) 是 
一 种 植物 RNA 病毒 , 属 长 线 病毒 科 ( Closteroviridae ) 
毛 形 病毒 属 Crinivirus, 1998 年 首次 在 美国 佛 罗 里 
达州 的 番 关 上 发 现 了 ToCV ( Wisler et al., 1998) 。 
ToCV 寄主 广泛 ,可 侵 染 15 属 30 多 种 植物 , 侵 染 植 
株 后 造成 叶片 脉 则 寝 绿 黄 化 ,到 后 期 整 株 黄 化 枯 黎 
其 至 死亡 ( Wintermantel and Wisler, 2006), 。 目前 ， 
ToCV 在 热带 、 亚 热带 和 温带 地 区 对 作物 均 造成 危 
害 , 已 成 为 一 种 世界 性 作物 病毒 ( Barbosa et al., 
2008; Dart and Weeda, 2011; Fiallo-olivé et al., 
2011 ) 。 在 我 国 ,2004 年 ToCV 首次 在 台湾 被 报道 
(Tsai et al., 2004) ,2012 年 后 相继 在 北京 .江苏 、 山 
东 等 地 发 现 , 对 当地 农业 生产 造成 了 严重 的 经 济 损 
失 ( 魏 可 可 每 , 2018 ) 。 

ToCV 无 法 通过 种 子 、 计 液 等 方法 进行 传播 , 仅 
依靠 介 体 烟 粉 栅 Bemisia tabaci, Wi Z F1 Ej T 
Trialeurodes vaporariorum, £X. XH 3j mi Trialeurodes 
abutilonea S $ EU E íT Fz #5 ( Navas-Castillo et al., 
2000)。 在 我 国 , 烟 粉 下 MED 隐 种 是 ToCV 传播 的 
主要 妹 介 昆虫 ( 刘 永 光 等 ,2014 ) ,与 该 病毒 病 的 传 
播 与 暴发 密切 相关 ( 代 惠 洁 和 等, 2016) 。 传 统 的 检测 
方式 是 采集 田间 已 有 症状 植株 进行 检 训 ,而 ToC V 
切 侵 染 植株 4 周 内 并 无 明显 症状 ,检测 到 病毒 时 往 
往 已 延误 防治 (Font et al., 2004). TRU EE N 
ToCV 天 然 的 “储存 甫 ”与 “注射 着”( 李 清 等 ， 
2015) 3B iE AUT BUE ÍT ES 8 Fr i] n] Se ESTE I E H T] 
的 ToCV ,这 对 该 病毒 的 及 时 防 控 具 有 重要 意义 。 

现 有 的 病毒 检测 技术 中 ,常用 的 方法 有 血清 学 
检测 法 、RT-PCR 法 与 逆转 录 环 介 导 等 温 扩 增 法 等 ， 
但 这 些 方法 也 存在 一 些 不 足 。 例 如 ,在 微量 模板 上 
用 血清 学 检测 法 常 出 现 涯 检 或 误 检 的 情况 ( 陶 源 和 
RLR, 2017) ; A PCR 检测 方法 与 逆转 录 环 介 
导 等 温 扩 增 (LAMP) 法 检测 灵敏 度 较 高 (Karwitha et 
al., 2014) ,但 也 极 多 造成 样品 的 交叉 污染 (Kil et 
al., 2015) 。 近 年 来 ,由 于 TaqMan 探 针 实 时 灾 光 是 
量 PCR 方法 (TaqMan RT-qPCR ) 特 弄 性 蝇 、 有 灵敏度 
局 等 特点 ( 姚 唱 等 , 2013) ,该 方法 在 医药 卫生 农业 















































科学 和 生物 学 等 领域 得 到 了 广泛 应 用 。 目 前 ,还 没 
有 利用 TaqMan RT-qPCR 方法 检测 单 头 烟 粉 乱 体 内 
ToCV 的 报道 。 

本 研究 根据 ToCV 基因 外 壳 重 白 保 守 区 域 设计 
特异 引物 与 探 针 ,建立 了 能 快速 检测 ToCV 的 
TaqMan RT-qPCR 方法 ,并 应 用 该 方法 对 温室 接种 
以 及 田间 温室 大 棚 内 单 头 烟 粉 乱 体 内 ToCV 携 毒 情 
况 进行 了 检测 ,以 期 为 田间 Tocy 的 防 控 提供 技术 
Xd. 


1 材料 与 方法 


1.1 fti miS 5 ti ms 

供 试 毒 源 包 括 ToCV f STER Aah 9 H5 HR IT 
病毒 (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV ) Zt fü 
Fk Eg RI S n PX zx jN B tomato spotted wilt virus, 
TSWV) (Z Y fH bk. ToCV 侵 染 番 训 植株 与 TYLCV 
FREIER F 2014 年 在 山东 省 青岛 市 城 阳 区 上 
马 镇 采集 ,利用 介 体 烟 粉 融 对 健康 番 训 植株 进行 接 
种 ,鉴定 后 在 本 实验 室温 室内 长 期 培养 。TSWYV 侵 
38 TÉ ER FE un T 2015 年 在 云南 采集 ,鉴定 为 
TSWV zn -80'C 保存 。 供 试 虫 源 包 括 实 验 室温 
室内 ToCV 侵 染 番 基 植株 上 长 期 饲养 的 烟 粉 乱 种 群 
和 青岛 市 城 阳 区 上 马 镇 番 刘 温室 大 机 内 疑似 携 毒 烟 
粉 乱 种群。 供 试 植株 培养 和 烟 粉 乔 饲 养 条 件 : 温 度 
27 x1?C ,相对 湿度 6096 +5% , 光 周 期 16L: 8D, 
1.2 TaqMan 探 针 与 特异 引物 设计 

根据 GenBank 公布 的 ToCV 序列 (GenBank X& 
录 号 : KC709510. 1) ,选取 ToCV hR EARNS RE 
保守 区 域 ,使 用 软件 Primer Express3. 0 设计 1 对 特 
异 引 物 和 1 条 TaqMan 探 针 ,通过 BLAST 对 比分 析 
确定 其 特异 性 后 交 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 
限 公 司 合成 ,引物 序列 如 表 1 所 示 。 
1.3 ToCV 标准 质粒 的 构建 

采用 TRIzol 提取 法 (TRIzol 试剂 购 于 Thermo 
Fisher Scientific 公司 ) 提 取 1.1 PP ToCV 侵 染 植株 
叶片 总 RNA ,使 用 反 转 录 试 剂 盒 (Prime Script TaqMan 
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R1 本 研究 中 所 用 引物 信息 


Table 1 Information of primers used in this study 


引物 引物 序列 或 探 针 (5' -37) 
Primers Sequences of primer and probe 
ToCV-probe6724 ( FAM) -TAACATTCGGCACTTCC-( BHQ1) 
ToC V-F6680 TTTCTCAAAGGATCAAGCTGTGTT 
ToCV-R6799 TGCGCTCCGGTATCAGTCTT 
ToCV-F CTGAAGTTCCTTTGGTGCAA 
ToCV-R CCGCAGTGTAATCGAGAAAA 





Hr BEBE (bp) 用 途 
Fragment size Purpose 
17 TaqMan 探 针 TaqMan probe 
119 TaqMan RT-qPCR 
681 PCR 


FAM: 6-23E 5e JEA Ji HH] 6-Carboxy-fluorescein; BHQI ; ER] 5X Xp] Black hole Quencher 9. . 


RT Reagent Kit with gDNA Eraser, TaKaRa 公司 ) 3# 
行 反 转 录 得 到 cDNA; 以 cDNA 为 模板 ,使 用 ToCV-F 
和 ToCV-R 引物 ( 表 1) vETI PCR 扩 增 ,PCR 反 
应 体系 : cDNA 模板 2. 0 uL, rTaq 0.2 uL, 2. 5 
mmol/L dNTPs 2 uL, 10 x Buffer 2.0 kwL， 上 下 游 引 
物 ToCV-F/ToCV-R(10 mmol/L) 4 0.3 uL, ddH,0 
补足 20 uL. PCR 反应 条 件 : 95C 预 变性 4 min; 
94% 变性 40 s, 55*C 退火 40 s, 72% 延伸 50 s, 35 
个 循环 ; 72% 延伸 10 min, 

将 上 述 PCR 产物 进行 藉 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 , 选 
择 切 下 约 680 bp 处 的 目的 条 带 , 使 用 凝 胶 回收 试剂 
fx (TaKaRa Mini BEST Agarose GEL DNA Extraction 
Kit, TaKaRa 公司 ) 进 行 目的 条 市 的 回收 纯化 ,纯化 
后 产物 连接 到 pMD ”18-T Vector(TaKaRa 公司 ) ,并 
Ie E AK AF Escherichia. coli 感受 态 细 胞 
JM109( 北京 全 式 金 生物 搁 术 有 限 公 司 ) P Ll ie 2f 
提取 阳性 克隆 的 质粒 , 送 至 上 海 生 工 生 物 有 限 公 司 
进行 测序 。 将 测序 正确 的 质粒 使 用 核酸 重 白 浓度 测 
定 仪 测定 浓度 , 置 于 -207 保存 备用 。 运 用 如 下 公 
式 (Shirima et al., 2017) 计算 该 质粒 含有 的 ToCV Fr 
段 找 贝 数 :质粒 拷贝 数 /pL =( 阿 氏 常 数 xCx10 )/ 
(重组 质粒 碱 基数 x 660 dalton/bp)。 其 中 ,C 为 质 
粒 浓度 ; 阿 氏 常数 为 6. 02 x 10”。 最 终 计 算得 到 重 
组 ToCV 质粒 浓度 为 8.3 x 10 copies/ ML。 

1.4 标准 曲线 的 建立 

以 1.3 节 获 得 的 ToCV 阳性 质粒 为 初始 模板 ， 
按 10 倍 樟 度 稀释 出 9 个 质粒 标准 品 , 浓 度 依 次 为 
8.3 x10°, 8.3 x105, 8.3 x10’, 8.3 x10°, 8.3 x 
10°, 8.3 x10°,8.3x10 ,8.3x10” 和 8.3x10 
copies/pLo ER 9 个 梯度 质粒 标准 品 为 模板 ,在 
实时 灾 光 定量 PCR 仪 (qTOWER 2. 2 Real-time PCR 
Thermal Cycler, Analytik Jena, 德国 耶 拿 公司 ) 上 进 
行 TaqMan RT-qPCR 扩 增 ,得 到 动力 学 扩 增 曲线 , 然 
后 以 PCR 扩 增 循环 国 值 (Ct 值 ) 为 纵 坐 标 、 以 质粒 

















$5 URB 10 为 底 的 对 数值 为 横 坐 标 做 出 标准 曲线 ， 
获得 回归 直线 方程 。TaqMan RT-qPCR 反应 体系 : 
模板 2.0 uL, 2 x Premix ExTaq (Probe qPCR) 10.0 
uL, E FIFE E| ToCV-F6680/ToCV -R6799 ( 10 
mmol/L) 各 0. 4 uL, ToCV-probe6724 ( 10 mmol/L) 
0.8 uL, ddH,O 补足 20 uL, TaqMan RT-qPCR 反应 
条 件 : 95*C 30 s; 959€ 5 s, 57C 30 s, 40 个 循环 。 
1.5 常规 PCR 的 灵敏 度 检测 

以 1.4 市 中 9 个 浓度 梯度 ToCV 质粒 标准 品 为 
模板 ,使 用 ToCV-F6680 和 ToCV-R6799 引物 进行 常 
规 PCR 扩 增 ,得 到 PCR 产物 后 经 电泳 检测 ,通过 与 
标准 曲线 定量 结果 的 比较 ,分 析 TaqMan RT-qPCR 
与 第 规 PCR 的 灵敏 度 , 同 时 使 用 ToCV 阳性 模板 与 
ddH, O 分 别 作 为 阳性 和 阴性 对 照 。PCR 反应 体系 : 
模板 2.0 uL, rTaq 0.2 uL, dNTPs(2. 5 mmol/L) 
2 uL; 10 x Buffer 2. 0 uL, ToCV-F6680(10 mmol/L) 
0.4 uL, ToCV-R6799 (10 mmol/L) 0.4 uL, ddH,O 
fh 20 uL, PCR 反应 条 件 : 95% 预 变 性 4 min; 
94*C 变性 40 s, 55*C 退火 40 s, 72% 延伸 30 s, 35 
个 循环 ; 72% 延伸 10 min, 
1.6 引物 的 特异 性 检测 

选取 ToCV cDNA 及 TYLCV 和 TSWV 的 DNA 
和 cDNA 为 模板 ,用 ToCV 的 TaqMan RT-qPCR 特异 
引物 (ToCV-F6680/ToCV-R6799 ) 进行 常规 PCR 3" 
增 ( 方 法 同 1.5 0) 5 TaqMan RT-qPCR 扩 增 (方法 
同 1.4 节 ), 均 设置 ddH,0 阴性 对 照 ,常规 PCR 产物 
进行 电泳 分 析 鉴 定 , TaqMan RT-qPCR 结果 根据 其 
扩 增 曲线 分 析 鉴 定 , 基 于 二 者 结果 共同 分 析 引 物 特 
异性 。 其 中 ,TYLCY 病毒 模板 使 用 天 根植 物 基因 组 
提取 试剂 盒 (天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ,北京 ) 提取 获 
得 ,TSWV 病毒 模板 与 ToCV 病毒 提取 方法 相同 ,经 
反 转 录 合 成 cDNA (方法 同 1.3 市 ) ,模板 使 用 前 已 
经 经 过 销 规 PCR 扩 增 并 测序 ,之 后 在 NCBI 上 
BLAST 对 比 鉴定 ,TYLCYV 病毒 GenBank 登录 号 为 
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GU199587. 1, TSWV 病毒 GenBank 登录 号 为 
ANQ91902. 1。 
1.7 单 头 烟 粉 虱 体 内 ToCV 检测 

从 1.1 市 中 温室 内 ToCV 侵 染 植株 上 烟 粉 乱 种 
群 和 田间 烟 粉 乱 种 群 中 ,分别 随机 选取 50 3E AUT 8 
成 虫 , 单 头 置 于 1.5 mL 无 RNase Eb Hn TER 
中 使 用 研磨 棒 将 烟 粉 乔 研 麻 成 粉 ,按照 1/5. 体积 
TRIzol 法 提取 其 RNA ,经 反 转 录 合 成 cDNA (方法 同 
1.3 节 ), 用 于 TagMan RT-qPCR 扩 增 得 到 相应 Ct 
值 ,根据 1.4 市 建立 的 标准 曲线 计算 单 头 烟 粉 融 体 
内 的 ToCV 的 病毒 拷贝 数 。 





2 结果 


2.1 TocCy 质粒 模板 的 克隆 
如 图 1 所 示 , 以 ToCV cDNA 为 模板 ,以 ToCV-F 
和 ToCV-R 为 引物 进行 和 常规 PCR 扩 增 ,得 到 680 bp 
左右 扩 增 片段 ,经 上 海 生 工 测序 , NCBI 核酸 数据 库 
比 对 ,与 已 报道 的 ToCV HE JI] ( GenBank 登录 号 : 
KC709510.1) 一 致 性 100% 。 
2.2 标准 曲线 建立 
以 8.3 x10 ^ copies/ uL 浓度 梯度 的 标准 质粒 
90 


80 
70 





荧光 吸收 值 
Fluorescence (ARn) 

— M uU R uU Q 
oO OO 9—oKu 





ToCV-pMD18-T 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,得 到 不 同 浓 
度 标准 质粒 扩 增 曲线 (图 2) ,Ct 从 与 拷贝 对 数 所 构 
建 的 标准 曲线 (图 3)。 结 果 表 明 , 标 准 质 粒 浓度 与 
Ct 值 呈 线 性 关系 ,相关 系数 R 为 0.9957 ,回归 曲线 
和 斜率 为 -3. 1232 REN 40.265 , 扩 增 效率 为 98% 。 
标准 曲线 的 线性 回归 方程 为 y = -3.1232x + 
40. 265 ,其 中 yy 为 Ct 值 ,x 为 以 10 为 底 的 标准 质粒 
拷贝 数 的 对 数 。 





图 1 ToCV 常规 PCR 扩 增 
Fig. 1 Conventional PCR of ToCV 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA Marker ( DI2000) ; 1: ToCV 模板 ToCV 


template. 














循环 数 Cycles 


图 2 TaqMan RT-qPCR 标准 质粒 ToCV-pMDIS-T 扩 增 曲线 
Fig. 2 Amplification curve of standard plasmid ToCV-pMDI18-T by TaqMan RT-qPCR 
A - I: 分别 为 8.3 x 10, 8.3x105, 8.3 x 10, 8[3 x10, 8.3 x10, 8[3 x10*, 8.[3 x 10, 8.3 x 107 418.3 x10 copies/p.L 的 ToCV-pMDI8-T 
质粒 标准 品 S.3x10?,8.3x105, 8.3 x107, 8.3x109, 8.3x10?, 8.3x10*, 8.3 x10?, 8.3 x10? and 8.3 x10 copies/p.L standard plasmid 


ToCV -pMD18-T, respectively. 


2.3 常规 PCR 5 TaqMan RT-qPCR 的 灵敏 度 比较 
TaqMan RT-qPCR 与 常规 PCR 的 灵敏 度 检测 结 
末 比 对 表明 ,基于 TaqMan RT-qPCR 的 ToCV 检测 方 
法 最 低 可 检 出 8. 3 x 10 copies/pL 的 病毒 质粒 样品 
(图 2) ,而 常规 PCR 最 低 仅 能 检测 到 8. 3 x 10* 
copies/ uL 的 病毒 质粒 样品 (图 4), TaqMan RT- 





qPCR 检测 ToCV 的 灵敏 度 是 常规 RT-PCR 的 1 000 

倍 。 

2.4 常规 PCR 5 TaqMan RT-qPCR 特异 性 比较 
常规 PCR 检测 结果 发 现 , 仅 ToCV 模板 出 现 

119 bp 的 扩 增 条 市 ,其 他 2 种 供 试 病毒 TYLCV 和 

TSWV 的 模板 均 未 出 现 扩 增 条 市 (图 5$) ,表明 所 设 
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循环 国 值 
Cycle threshold (Ct) 
v 
D 


0 1 2 3 4 





y = -3.1232x + 40.265 
R = 0.9957 FEff.=98% 
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图 3  ToCV 的 TaqMan RT-qPCR 标准 曲线 
Fig. 3 Standard curve of TaqMan RT-qPCR for ToCV 
Eff. . 扩 增 效率 Amplification efficiency. 图 中 各 点 从 左 到 右 分 别 表示 为 8.3 x10! ^? copies/uL 的 ToCV-pMDIS8-T 质粒 标准 品 Each point from left 
to right in the figure is 8. 3 x 10! ? copies/uL standard plasmid ToCV-pMD18-T, respectively. 


M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 


10 1l 
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2000 
1000 
500 


250 
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图 4 常规 PCR 检测 ToCV 的 灵敏 度 

Fig. 4 Sensitivity of conventional PCR in detection of ToCV 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA Marker ( DI2000) ; 1 -9: 分 别 为 8.3 x 
10°, 8.3 x108, 8.3 x10”, 8.3 x10, 8.3 x10, 8.3x10*, 8.3 x 
105, 8.3 x 10? 4418.3 x10 copies/uL ToCV 质粒 标准 品 8.3 x 10? , 
8.3 x108, 8.3x107, 8.3 x106, 8.3 x105, 8.3 x 105, 8.3 x 10? , 
8.3 x 10? and 8. 3 x 10 copies/uL standard plasmid ToCV-pMDI18-T, 
respectively; 10: ToCV， 阳 性 对 照 ToCV as the positive control; 11: 
ddH,O0, 阴性 对 照 ddH, O as the negative control. 


计 引 物 的 特异 性 好 。 同 时 利用 TaqMan RT-qPCR 检 
illl ToCV, TYLCV 和 TSWV, 只 有 ToCV 检测 出 较 强 
的 灾 光 信号 ,Ct 值 为 22. 17 ,检测 结果 为 阳性 ,通过 
标准 曲线 可 计算 出 样品 中 的 ToCV 的 拷贝 数 为 6.21 x 
10° copies/uL, 而 TYLCV 和 TSWV 未 检 出 荧光 信 
号 ,与 ddH, O 为 模板 的 扩 增 曲线 相同 ,显示 为 0, 重 
登 在 一 起 (网 6) ,表明 该 方法 具有 很 高 的 特异 性 。 
2.5 单 头 烟 粉 虱 体 内 ToCYV 的 TaqMan RT-qPCR 
检测 

应 用 TaqMan RT-qPCR 方法 对 实验 室温 室内 揽 
"i ToCV 的 烟 粉 乱 种 群 和 青岛 市 田间 大 棚 内 疑似 
ToCV 感染 的 烟 粉 暂 种 群 进 行 单 头 定 量 检测 ,各 随机 
取 50 头 烟 粉 乱 成 虫 , 结 有 末 如 表 2 所 示 , 温 室内 烟 粉 











图 5 AL PCR 检测 ToCV 的 特异 性 
Fig. 9 Specificity of conventional PCR in detection of ToCV 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA Marker ( DI2000); 1 -2: ToCV 模板 
ToCV template; 3 -4: TYLCV 模板 TYLCYV template; 5 -6: TSWV f 
板 TSWV template; 7 -8: ddH,O, 阴性 对 照 ddH45O as the negative 


control. 


乱 种 群 的 ToCV 携 毒 率 为 100% , 田间 烟 粉 剧种 群 的 
携 毒 率 为 30% ;所 有 阳性 检测 结果 的 Ct 值 均 低 于 
35; 所 检测 的 单 尖 烟 粉 责 最 高 携带 ToCV 的 量 为 
4.9 x10”copies/ pL, 最 低 携带 ToCV 的 量 为 1.4 x 
10° copies/ uL, 





3 讨论 


当前 对 于 ToCV 的 传统 检测 方法 多 数 针 对 感 病 
植物 组 织 , 主 要 是 常规 PCR. 法 .血清 学 鉴定 法 和 逆 
转录 环 介 导 等 温 扩 增 法 ,这儿 种 方法 耗 时 耗 力 ,在 实 
际 检测 工作 中 也 不 够 敏感 (Kil et al., 2015; Larrea- 
Sarmiento et al., 2019) ,虽然 RT-PCR 方法 与 逆转 录 
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图 6 TaqMan RT-qPCR 检测 ToCV 特异 性 
Fig. 6 Specificity of TaqMan RT-qPCR in detection of ToCV 
1: ToCV 模板 ToCV template; 2: TYLCV 模板 TYLCV template; 3; TSWV 模板 TSWV template; 4: ddH,O, 阴性 对 照 ddH,O as the negative 


X2 单 头 烟 粉 虱 成 虫 体内 ToCYV 的 TaqMan RT-qPCR 检测 
Table 2 Detection of ToCV in a single adult of Bemisia tabaci using TaqMan RT-qPCR 


control. 
种 群 携 毒 率 (% ) 
Population Viruliferous rate 
温室 种 群 Greenhouse population 100 
田间 种 群 Field population 30 


环 介 守 等 温 扩 增 法 灵敏 度 较 高 ,但 不 能 对 病毒 模板 
进行 定量 ,这 也 使 其 难以 符合 现在 更 高 标准 的 检测 
要 求 ( 陈 旭 等 , 2010; Verweij and Stensvold, 2014) 。 
本 人 研究 以 其 传播 介 体 烟 粉 融 为 切入 点 ,基于 TaqMan 
RT-qPCR 设计 了 一 种 快速 ,灵敏 的 检测 方法 ,通过 
对 烟 粉 乱 体 内 ToCV 检测 可 以 对 ToCV 的 流行 趋势 
进行 监测 。 

本 人 研究 依据 ToCV FER E14 Des BE TEST DS 
设计 的 特异 引物 及 TaqMan 探 针 , 建立 了 一 种 更 为 
精准 更 为 灵敏 的 灾 光 定量 分 析 拉 术 , 能 够 对 烟 粉 下 
体内 的 微量 病毒 模板 进行 有 效 地 定量 检测 ,灵敏 度 
达到 8.3 x10 copies/pL, 是 本 人 研究 中 常规 PCR 检测 
的 1 000 倍 , 也 是 丁 天 波 等 (2018) 对 ToCV GE 
量 检 训 灵敏 度 的 约 30 倍 。 该 方法 利用 上 下 游 引 物 
及 中 间 探 针 使 反应 的 特异 性 具有 双重 保证 , 灾 光 信 
FE PCR 扩 增 完全 同步 ,不 易 造 成 交叉 污染 ,有 着 
TB ES BR 23 fit RE (E e ET, 2017; Shah et al., 
2017 ; Ahmad-Nizar et al., 2019) 。 本 研究 的 引物 特 
异性 检测 结果 亦 表 明 ,ToCYV 的 TaqMan RT-qPCR 5| 
物 对 TYLCYV 与 TSWV 不 表现 任何 扩 增 ,引物 特异 性 
强 , 可 以 满足 ToCV 精准 快速 的 检测 需求 。 

本 人 研究 所 建立 的 TaqMan RT-qPCR 方法 与 第 规 
PCR 检测 技术 相 比 ,从 RNA 的 提取 到 得 到 最 终 检测 








最 大 Ct {B 最 小 Ct 值 拨 贝 数 检 测 范 围 (copies/ uL) 
Maximal Ct Minimal Ct Range of copy number 
30.44 2549 1 399 ~ 498 519 
30. 16 22.02 1 720 - 694 648 


结 采 , 因 无 需 进行 电泳 检测 而 大 大 缩短 了 时 间 。 除 
此 之 外 ,本 研究 所 建立 的 方法 还 具有 高 度 特 异性 和 
灵敏 度 , 因 探 针 可 与 病毒 分 子 特异 性 结合 而 结 采 可 
征 , 能 灵敏 地 检测 出 微量 模板 中 的 病毒 分 于 ,为 
ToCV 病毒 植株 及 介 体 昆虫 的 病毒 监测 与 防 控 提 供 
本 可 菲 依据 ,填补 了 国内 利用 TaqMan 探 针 实时 区 
光 定 量 方法 检测 介 体 烟 粉 融 体内 ToCV 的 技术 空 
日 。 

本 研究 所 建立 方法 对 单 头 烟 粉 乱 携 毒 检 测 结 
表明 这 些 烟 粉 乔 样 品 个 体 携 毒 量 均 在 10 数量 级 ， 
相 较 于 TaqMan 探 针 可 检测 到 的 最 低 值 仍 有 较 大 的 
空间 ,证 明 在 本 人 研究 中 涉及 的 TaqMan RT-qPCR 方 
法 具有 较 好 的 应 用 前 景 ,可 为 ToCV 快速 诊断 .早期 
预测 预报 及 科学 防 控 提供 技术 支撑 。 
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